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La pr6sente invention concerne l'utilisation de cations m6talliques divalents, 
notamment du Zinc, pour ameliorer 1'activite fonctionnelle d'anticorps. Plus 
particulierement, r invention a pour objet des compositions pharmaceutiques 
d'anticorps comprenant des cations metalliques divalents. 

L'immunotherapie passive, tres repandue, est au coeur des pratiques du LFB. Elle est 
fondee sur 1 'administration d'anticorps, par exemple des anticorps monoclonaux 
diriges contre une cellule ou une substance donnee. L'immunoth6rapie passive au 
moyen d'anticorps monoclonaux a donne des resultats encourageants. Toutefois, si 
l'utilisation d'anticorps monoclonaux possede plusieurs avantages, comme des prix.de 
revient raisonnables et une assurance de s6curite du produit quant a 1'absence de 
contamination, il peut en revanche s'averer difficile d'obtenir un anticorps monoclonal 
efficace. -k 



En effet, le risque est de developper un anticorps monoclonal qui s'avere peu efficace 
et pour lequel on observe des effets secondares incompatibles avec une utilisation en 
therapie clinique. Ces deux aspects sont etroitement H6s sachant que des anticorps peu 
actifs sont administres a fortes doses pour compenser et obtenir une r6ponse 
therapeutique. L'administration de forte dose induit non seulement des effets 
secondares mais est economiquement peu viable. 

Ces problemes sont majeurs dans le d6veloppement industriel des anticorps 
monoclonaux, chim6riques humanises ou humains. A titre d'exemple, la societ6 
Protein Design Labs a suspendu les essais cliniques en phase lf[L du Remitogen®, qui 
est un anticorps anti-HLA-DR pouvant etre utilise pour traiter les cancers de cellules 
MHC de classe II positives, notamment les leucemies des cellules B et T. 
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Aujourd'hui, la recherche est orientee sur le fragment Fey de rimmunoglobuline afin 
d'ameliorer les proprietes fonctionnelles des anticorps. A terme, cela devrait permettre 
l'obtention d'anticorps qui interagissent et activent les rScepteurs des cellules 
5 effectrices (monocytes macrophage, lymphocyte B, cellules NK et dendritiques). La 
region Fc est constitute de 2 domaines globulaires nommSs Cy2 et Cy3. Les 2 chaines 
lourdes interagissent etroitement au niveau des domaines Cy3 tandis qu'au niveau des 
domaines Cy2, la presence, sur chacune des 2 chaines, d'un oligosaccharide lie a TAsn 
297 contribue a un ecartement des 2 domaines. 

10 

Ainsi, le probleme est de savoir si la structure tridimentionnelle de ces domaines peut 
influencer l'activite des anticorps. 

Dans notre demande de brevet WO 01/77181, nous avons demontre que la 
15 glycosylation du Fc est essentielle pour l'activite biologique des IgG, particulierement 
pour la lyse cellulaire mediae par le complement (CDC) et la cytotoxicite cellulaire 
dependante de 1'anticorps (ADCC). Nous montrons qu'une structure de type 
biantennee, avec des chaines courtes, une faible sialylation, une faible fiicosylation, 
des mannoses terminaux et/ou GlcNac terminaux non intercalaires est le denominateur 
20 commun des structures glycanniques conferant une forte activite ADCC aux anticorps 
monoclonaux. Par la suite, notre decouverte a ete corroboree par les etudes de Shields 
et a/., 2002 et Shinkawa et gL, 2003. 

Dans le cadre de Tinvention, nous avons determine la structure tridimentionnelle de 
25 differents anticorps et compare les structures d'anticorps presentant une forte activite 
fonctionnelle avec des anticorps produits dans CHO qui sont peu efficaces, notamment 
en ADCC. 

Nous avons decouvert la presence d'un ion zinc situe entre les domaines CH2 et CH3, 
30 plus prScisement sur certains residus localises a Tinterface CH2-CH3 implique dans la 
reconnaissance du fragment Fc de Tanticorps pai* le recepteur FcRn ainsi que dans la 



fixation a la prot6ine A, issue de la paroi bacterienne de Staphylococcus aureus. De 
maniere inattendu, le Zinc est present dans les anticorps presentant une forte activite 
fonctionnelle et est absent dans les anticorps presentant une faible activite 
fonctionnelle. 

De part sa localisation sur le fragment Fc, cet atome de zinc joue un role important 
dans la conformation generate du fragment Fc, et par la meme est a l'origine de 
l'amelioration de la liaison du fragment Fc a ses recepteurs. On entend par recepteurs 
non seulement les molecules de FcyR pr6sentes sur les cellules du systeme 
immunitaire telles les monocytes, les macrophages, les lymphocytes B et T, les cellules 
NK et les cellules dendritiques mais egalement les molecules du complement et celles 
des parois bacteriennes. 



D'autre part, nos etudes de la structure tridimensionnelle de ces anticorps ont rev6Je 
une conformation dite ouverte dans les anticorps presentant une forte activite 
fonctionnelle se distinguant nettement des sssconformation dite fermee des anticorps 
peu efficaces, la conformation ouverte favorisant la haison a un ion Zinc. Ainsi il est 
desormais possible de potentialiser l'activit6 des anticorps monoclonaux ou 

* _ 

polyclonaux au moyen de cations divalents. 

4 

Description 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention a pour objet une methode pour 
potentialiser l'activite fonctionnelle des anticorps via le fragment Fc, comprenant une 
6tape consistant a ajouter une quantite appropri6e d'un ou plusieurs ion(s) divalent(s), 
notamment du Zinc, dans le systeme biologique produisant les anticorps ou dans une 
solution comprenant des anticorps avant ou apres purification ou encore dans la 
formulation finale sous la forme d'une solution injectable des anticorps. 
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En d'autres termes, l'invention concerne une methode pour augmenter Tactivite 
effectrice des anticorps comprenant l'ajout de cations metalliques divalents a des 
anticorps therapeutiques. 

5 Cette potentialisation conduit a l'obtention et l'utilisation de nouveaux anticorps 
comprenant un cation divalent, notamment un ion zinc, lesdits anticorps presentant une 
efficacite accrue pour les traitements therapeutiques. 

En effet, la presence d'un atome de zinc a et6 montre lors de la presente invention dans 
10 le domaine de liaison aux recepteurs Fc des anticorps presentant une forte activity 
ADCC. 

Dans un deuxieme aspect, l'invention conceme des anticorps possedant un atome de 
zinc lies aux residus His 310 et His 435. L'invention concerne aussi lesdits anticorps 
1 5 possedant un atome de zinc lie aux residus His 3 1 0, His 435 et Asn 434. 

Par exemple, i'anticorps peut Stre selectionne parmi les anti Ep-CAM, anti-KIR3DL2, 
anti-VEGFR, anti HER1, anti HER2, anti GD, anti GD2, anti GD3, anti CD-23, anti- 
CD30, anti-CD33, anti-CD38» anti-CD44, anti CD52, anti CA125 et anti ProteinC; anti 
20 Ep-CAM, anti HER2, anti CD52, anti HER1, anti-HLA-DR, anti GD3, anti CA125, 
anti GD, anti GD2, anti-CD20, anti CD-23 et anti ProteinC; les anti-viraux: HBV, 
HCV, HIV et RSV, des anti-idiotypes specifiques d'inhibiteurs par exemple de 
facteurs de coagulation dont le FVTH et FDC. 

25 On entend par systeme biologique des lignees cellulaires, des plantes ou animaux 
transgSniques non humains. Parmi les cellules, on peut choisir des cellules provenant 
de lignees cellulaires, transferees a l'aide d'un vecteur comportant le gene codant 
pour ledit anticorps, par exemple des cellules eucaryotes ou procaryotes, notamment 
des cellules de mammiferes, d ! insectes, de plantes, de bacteries ou de levures. Plus 

30 sp6ciquement, on peut utiliser des cellules de myelome de rat telle que YB2/0. 



On peut egalement erutilise des cellules CHO, notamment CHO-K, CHO-LeclO, 
CHO-Lecl, CHO Pro-5, CHO dhfr; Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, 
BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et P3X63Ag8.653. Dans ce cas, il est possible de 
modifier genetiquement ces cellules par introduction d'une ou plusieurs sequence^) 
exprimant une ou plusieurs glycosyl transferase(s), notamment une galactfucosyl- 
transferase. 



On peut egalement produire les anticoips dans tous les systemes biologiques 
couramment utilises pour la production d'anticorps monoclonaux, hormis le corps 
humain, qui seront modifies par ingenierie moleculaire de maniere a creer un site de 
fixation pour le zinc entre les deux domaines CH2 et CH3 sur le fragment Fc. Ces 
modifications comprennent la .modification de la sequence en acide amine de sort! a 
obtenir des anticorps presentant une conformation tridimensionnelle ouverte 
permettant la fixation du cation, notamment du Zinc. 5 : 

Ainsi, l'invention vise les anticorps produits par genie g6n6tique de maniere a ce qu4ls 
comportent un ou plusieurs sites de liaison pour des caactions metalliques di valents, le 
maniere a ameliorer la fixation des cations metalliques divalents sur les anticorps. De 
preference, les cations metalliques divalents sont des ions zinc. 

Les anticorps selon l'invention sont des anticorps polyclonaux ou monoclonaux, et 
sont pr6ferentiellement des IgG humaines ou ayant un fragment Fc humain. Les 
anticorps monoclonaux venpeut 6tre des anticorps monoclonaux chimeriques, 
humanises ou humains. 



De plus, l'invention concerne l'utilisation de cations metalliques divalents pour 
am61iorer l'activite fonctionnelle d'anticorps. On entend par amelioration de l'activite 
fonctionnelle des anticoips l'augmentation de l'activite lytique des anticorps, c'est-a- 
dire l'augmentation de leur activite ADCC et/ou CDC. Cette amelioration 
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foncticmnelle s'accompagne d'un renfoTcement du pontage entre les domaines CHI- 
CKS, qui est lui-m&ne une cause de 1' amelioration de l'activite fonctionnelle de ces 
anticorps. 

5 De manifcre preferentielle, les cations divalents sont des ions zinc. 

Un autre objet de l'invention est une composition pharmaceutique d'anticorps 
therapeutiques comprenant au moins un excipient et des cations divalents, de 
preference du zinc. Les anticorps de la composition pharmaceutique sont des anticorps 
10 monoclonaux ou polyclonaux. Ces anticorps peuvent etre des IgG. Preferentiellement 
des IgG humaines ou ayant un fragment Fc humain. 

Par exemple, ^invention porte sur une composition pharmaceutique comprenant un 
anticorps monoclonal ou des anticorps polyclonaux, notamment un anticorps 
15 monoclonal chimerique, humanise ou humain et une quantite au moins equimolaire 
d'un ion Zinc. 

Ladite composition peut 6tre formulee sous la forme d'une solution injectable par voie 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee . . . Ainsi, Tinvention porte sur une 
20 solution injectable comprenant un anticorps monoclonal ou des anticorps polyclonaux 
et une quantite appropriee en ion zinc, par exemple une concentration en ion zinc au 
moins egale a la concentration en anticorps. 

A titre d'exempie, l'invention se rapporte a une composition ou solution injectable 
mentionnee ci-dessus contenant un anticorps choisie parmi les anticorps du Tableau 
25 I ci-apres : 

Tableau I : 

Nom et marque Soci&6 cible indication 

commerciale de 
1 ! anticorps 

Edrecolomab Centocor anti Ep-CAM colorectal cancer colorectal 

PANOREX 



RITUXAN 



Trastuzumab 
HERCEPTIN 



Palivizumab 
SYNAGIS 

Alemtuzumab 
CAMPATH 

ibritumomab 

tiuxetan 
ZEVALIN 
Cetuximab 
IMC-C225 



iaec 
Licensie k 
Genentech/ 
Hoffman la roche 
Genentech 
Licensi6 a Hoffman 
la 

roche/Immunogen 

Medimmune 
Licensie a Abott 

BTG 
Licensie a Schering 



anti CD20 



anti HER2 



Merck /BMS / 
Lnclone 



anti CD52 



EDEC anti CD20 

Licensi6 a Schering 



anti HER1 



B cell lymphoma 
thrombocytopenia purpura 



ovanan cancer ovarien 



RSV 



leukemia 



NHL 



cancers 



Bevacizumab 
A FAS TIN 

Epratuzumab 



Hu M195Mab 



MDX-210 



BEC2 
Mitumomab 

Oregovomab 
OVAREX 

Ecromeximab 
KW-2971 



Genentech/ anti VEGFR 
Hoffinan la roche 



Immumedics/ 
Amgen 

Protein Design 
Labs 

Immuno-Designed 
Molecules 

Imclone 
Altarex 



Kyowa-Hakko 



anti CD22 



ND 



ND 



anti GD3 



antiGD 



cancers 



cancers: 
non hogkin e non 
hogkinienlymphoma 
cancers 

cancers 



cancers 



anti CA125 Ovarian cancer ovarien 



malignant e 
malinmelanoma 



ABX-EGF 



Abgenix 



EGF 



cancers 
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MDXOlO 


Medarex 


ND 


Cancers 


XTL 002 


XTL 


ND 


anti-viral : HCV 




biopharmaceuticals 






Hll SCFV 


viventia oiotecn 


ism 


cancers 


4B5 


viventia biotech 


anti GD2 


Cancers 


XTL 001 


w jl J-/ 


ND 


anti-viral : HBV 




biopharmaceuticals 




Prostate cancer de la 


MDX-070 


MEDAREX 


Anti-PSMA 






Prostate 


TNX-901 


TANOX 


anti CD-23 




IDEC-114 


IDEC 


inhibition 


non-Hodgkin e non- 




ProteinC 


Hodgkinienlymphoma 



L'invention vise egalement une composition pharmaceutique comprenant des anticorps 
dans laquelle au moins 50%, 60%, 75%, 80%, ou 90%, ou encore 95%, ou 99% des 
5 anticorps possedent un ion zinc lie, notamment lie aux acides amines His 310, His 435 
et Asn 434. 

Enfin, l'invention concerne l'utilisation d'ions zinc pour ameliorer la cristallisation 
d'anticorps therapeutiques, et plus particulierement des IgG monoclonaux, ladite 

10 cristallisation permettant d'obtenir la structure tridimensionnelle de tout ou partie de 
1' anticorps plus particulierement en vue de verifier si la conformation du Fc de 
1' anticorps est optimale pour assurer une bonne efficacite. L'invention porte done 
egalement sur un test permettant d'evaluer l'efficacite d'un anticorps par etude de la 
conformation 3D du domaine impliquant His 310, His 435 et Asn 434 telle que 

1 5 montr6e a la figure 1 ou 2 ou encore un dosage de la teneur en Zinc desdits anticorps, 
la presence de zinc 6tant une indication de l'efficacite de l'anticorps. 
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EXEMPLE 1. 



Afin d'acquerir des donnees nouvelles sur les relations structure- fonction de la region 
Fc des anticorps, le demandeur a compare la structure tridimensionnelle du fragment 
5 Fc de l'anucorps monoclonal T125 exprime dans YB2/0 et CHO. Une 6tude en 
diffraction X des deux fragments cFC cristallises a ete entreprise. 

Anticorps monoclonal : R297 (T125-YB2/0). n s'agit d'une IgGl(K) humaine, 
dirigee contre Fantigene Rh(p), produite dans la lignee cellulaire YB2/0 (my61ome de 
1 0 rat, lignee ATCC n° 1 662) adaptee a la culture en milieu sans serum. 

- Purification : R297 a ete purifi6 par chromatographic d'affmite sur Sepharose- 
prot6ine A. 

- Analyse glycannique : par HPCE-LIF, il a ete montre que la structure majoritaire dst 
un oligosaccharide de type biantenn6, contenant environ 25 % de fucose. 

15 - Activite biologique : Factivite ADCC de R297 est au moins 6gale a celle de 
Tanticorps polyclonal anti-Rh(D) de reference, WinRho. 

» 

Preparation du fragment Fc : 

- Conditions d'hydrolyse : L'anticorps purifie T125-YB2/0 est dialyse une nuit contre 
20 du tampon Tris 50 mM, pH 8.0. La solution d'Acm, ajustee a 50 mM CaC12 et 10 mM 

cysteine, est incub6e 30 min. k 37°C avant (Tajouter'Ia solution de trypsine (1 mg/ml) 
dans un rapport enzyme/substrat de 1/25. Apres 5 h. d'incubation a 37°Q la reaction 
est arretee par l'addition de diisopropyl fluorophosphate (1 mM final). L'hydrolysat est 
dialys6 une nuit contre du tampon Imidazole 50 mM, pH 7.8. 

25 

- Purification du fragment Fc : L'hydrolysat dialyse est mis- en contact :avec de 
TAffarose-proteine L k raison de 1 ml de gel pour 3.6 mg d' Acm. Apres 4 h. 
d'incubation a temperature ambiante sous agitation, le gel est monte en colonne et lav6 
par le tampon Imidazole 50 mM, pH 7.8. L' effluent et le tampon de lavage qui 
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contiennent le fragment Fc sont reunis, concentres par centrifugation sur Vivaspin 20 
en utilisant les conditions decrites par le fabricant 

Cristallogen&se : Apres mise au point, les conditions de cristallisation 
5 retenues sont les suivantes : le fragment Fc, a 2 mg/ml en tampon Imidazole 50 mM, 
pH 7.8, est amene a 10% de monomethyl polyethylene glycol 5 000, 100 mM 
cacodylate de sodium, 0.1 mM chlorure de zinc, pH 5.1. La temperature de 
cristallisation est de 17°C. 

10 Collecte des resultats et determination de la structure : 1/ analyse du cristal 

obtenu est realisee au ESRF de Grenoble et les informations collectees sont traitees par 
les programmes DBNZO et SCALEPACK (Otwinowski and Minor, 1996). 
La structure est determinee en utilisant la suite de programmes CCP4 (1994). 

15 Resultats 

Le cristal du fragment Fc de T125-YB2/0 appartient au groupe spatial C222j 
dont les dimensions en A sont les suivantes : a = 50.2 ; b = 147.7 ; c = 75.6. 
L' analyse tridimensionnelle du fragment Fc de T125-YB2/0 permet de mettre en 
evidence que : 

20 1°) la distance entre les 2 domaines Cy2 d'une meme molecule est relativement 

grande (Fig.l). La superposition avec le fragment Fc de PAcm bl2, IgGl humaine 
dont la region Fc presente une structure primaire identique, mais produite dans CHO, 
montre que les domaines CH2 de T125-YB2/0 sont en conformation dite "ouverte" 
par rapport aux domaines CH2 de bl2. 

25 

2°) la presence d'un atome de zinc entre les domaines CH2 et CH3 (Fig. 2). 
L'atome de zinc est lie aux residus d'histidine 310 (CH2) et 435 (CH3) et au r<§sidu 
d'asparagine 434 (CH3). 

30 Figure 1 : Analyse cristallographique du fragment Fc de T125-YB2/0 (2A). 
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Figure 2 : Site de fixation d'un atome de zinc entre les domaines Cy2 et Cy3 
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REVENDICATIONS 

5 1 . Anticorps possedant un atome de zinc sur les r6sidus His 3 1 0 et His 435. 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils possedent un site 
de fixation pour le zinc comprenant les residus His' 310 et His 435 cree par 
ingenierie moleculaire. 

10 

3. Anticorps possedant un atome de zinc li6 aux residus His 310, His 435 et Asn 
434. 

4. Anticorps selon la revendication 3, caracterises en ce qu'ils possedent un site 
15 de fixation pour le zinc comprenant les residus His 310, His 435 et Asn 434 

cree par ingenierie moleculaire. 

5. Anticorps selon Tune des revendications precedentes, caracterises en ce qu'il 
s'agit d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

20 

6. Anticorps selon Tune des revendications precedentes, caracterises en ce qu'il 
s'agit d'IgG humaines ou ayant un fragment Fc humain. 

7. Utilisation de cations metalliques divalents pour ameliorer Tactivite 
25 fonctionnelle d'anticorps. 

8. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les cations divalents 
sont des ions zinc. 
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REVENDICATTfWg 



1 . Anticorps possedant un atome de zinc sur les residus His 3 1 0 et His 43 5. 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils possedent un site 
de fixation pour le zinc comprenant les residus His 310 et His 435 cree par 
ingenierie moleculaire. 



3. Anticorps selon la revendication 1 possedant un atome de zinc lie aux residus 
His 3 10, His 435 et Asn 434. 

. ■ 

4. Anticorps selon la revendication 3, caracterises en ce qu'ils possedent un site 
de fixation pour Ie zinc comprenant les residus His 310, His 435 et Asn 434 
cree par ingenierie moleculaire. 



5. Anticorps selon Tune des revocations pr6cedentes, caracterises en ce qu'ife 
s'agit d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

6. Anticorps selon I'une des revendications precedentes, caracterises en ce qu'il 
s^agit d'IgG humaines ou ayant un fragment Fc humain. 

7. Utilisation de cations metalliques divalents pour la preparation d'une 

composition d'anticorps pour ameliorer 1'activite fonctionnelle desdits 
anticorps. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que les cations divalents 
sont des ions zinc. 
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9. Utilisation de cations m&alliques selon Tune des revendications 7 ou 8, 
caracterisee en ce que les anticorps sont des anticorps monoclonaux. 

10. Utilisation de cations metalliques selon l'une des revendications 7 ou 8, 
caracterisee en ce que les anticorps sont des anticorps polyclonaux. 

11. Methode pour potentialiser Tactivit6 fonctionnelle des anticorps via le 
fragment Fc, comprenant une etape consistant a aj outer une quantit6 appropriee 
d'un ou plusieurs ion(s) divalent(s), notamment du Zinc, dans le systeme 
biologique produisant les anticorps ou dans une solution comprenant des 
anticoips avant ou apres purification ou encore dans la formulation finale sous 
la forme d'une solution injectable des anticorps. 

12. Methode selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'on ajoute une 
concentration en ion zinc au moins egale a la concentration en anticoips. 

13. Composition pharmaceutique d'anticorps therapeutiques selon les 
revendications 1 a 6 comprenant des cations divalents et au moins un excipient. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13, caract6risee en ce que 
les cations mdtalliques sont des ions zinc. 

15. Composition pharmaceutique comprenant des anticorps dans laquelle au moins 
50%, ou 90%, ou encore 99% des anticoips possedent un ion zinc lie, 
notamment li6 aux acides amines His 310, His 435 et Asn 434. 

16. Solution comprenant un anticorps monoclonal ou des anticorps polyclonaux et 
une quantite appropriee en ion zinc, en particulier une concentration en ion zinc 
au moins egale a la concentration en anticorps, ladite solution etant adaptee 
pour une injection par voie intraveineuse, intramusculaire, ou sous-cutanee. 
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9. Utilisation de cations m&alliques selon l'une des revendications 7 ou 8 a 
caracterisee en ce que les anticorps sont des anticorps monoclonaux. 

10. Utilisation de cations metalliques selon l'une des revendications 7 ou 8, 
caracteris£e en ce que les anticorps sont des anticoips polyclonaux. 

1 1 . Methode pour preparer une composition d'anticorps dans Iaquelle Factivite 
fonctionnelle des anticorps via le fragment Fc est potentialisee, comprenant une 
6tape consistant k ajouter une quantite appropriee d*un ou plusieurs ion(s) 
divalent(s), notamment du Zinc, dans le systeme biologique produisant les 
anticorps ou dans une solution comprenant des anticorps avant ou ajprfes 
purification ou encore dans la formulation finale sous la forme d'une solutioh 
injectable des anticorps. 

12. Methode selon la revendication 11 caract£ris£e en ce qu'on ajoute une 
concentration en ion zinc au moins 6gale a la concentration en anticorps. 

13. Composition pharmaceutique comprenant des anticorps selon l f une des 
revendications 1 h 6, des cations metalliques divalents et au moins un excipient. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13, caracterisee en ce que 
les cations metalliques sont des ions zinc, 

15. Composition pharmaceutique comprenant des anticorps dans Iaquelle au moins 
50%, ou 90%, ou encore 99% des anticoips possedent un ion zinc li6, 
notamment lie aux acides amines His 310, His 435 et Asn 434.- 

_ ^ m 

1 6. Solution comprenant un anticorps monoclonal ou des anticorps polyclonaux et 
une quantity appropriee en ion zinc, en particulier une concentration en ion zinc 
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17. Utilisation (Hons zinc pour ameliorer la cristallisation d'anticorps 
therapeutiques. 

18. Test permettant d'evaluer l'efficacite d'un anticorps comprenant l'etude de la 
conformation 3D du domaine impliquant His 310, His 435 et Asn 434 telle que 
montree a la figure 1 ou 2 ou encore un dosage de la teneur en Zinc desdits 
anticorps, la presence de zinc etant une indication de l'efficacite de 1' anticorps. 



regue le 2U/02/U4 
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au moins egale a la concentration en anticorps, ladite solution 6tant adaptee 
pour une injection pat voie intraveineuse, intramusculaire, ou sous-cutanee. 

17. Test pennettant d'evaluer Tefficacite d'un anticorps comprenant P etude de la 
conformation 3D du domaine impliquant His 310, His 435 et Asn 434 telle que 
montr6e k la figure 1 ou 2 ou encore un dosage de la teneur en Zinc desdits 
anticorps, la presence de zinc etant une indication de l'efficacite de Panticorps. 
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